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The temperature of a cell is obtained by (a) placing a cell on a metabolic probe comprising a solid 
substrate containing a temperature-sensitive fluorophore embedded in a polymer, wherein when the 
fluorophore is excited with ultraviolet visible or infrared light it emits a detectable fluorescent signal; and 
wherein when a living cell is placed on the metabolic probe, the fluorescent signal is effected by the 
metabolic rate of the cell; (b) exciting the fluorophore with ultraviolet, visible, or infrared light; and (c) 
detecting the fluorescent signal, wherein the intensity of fluorescent signal detected is indicative of the 
temperature of the cell. The measured temperature may be used to determine the metabolic activity of the 
cell and monitor any abnormality. Polymer is e.g. PMMA and the fluorophore may be EufTTA) 3 . 
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Beschreibung 
GEBIET DER ERPTNDUNG 

5 Die Erfindung betrifft allgemein ein neues Verfahren zur Besti mmung der Temperatur einer einzelnen Zelle oder einer 
Gruppe von Zellen in einer Gewebeprobe. Verfahren des Einsetzens dieses Verfahrens zur Diagnose sind ebenfalls um- 
faBt 

fflNTERGRUND DER ERHNDUNG 

10 ._ _ „. __ . _ ..J _ 

Lebende Zellen benotigen eine stabile Stoffwechselgeschwindigkeit. Daher unterliegt sowohl in Zellen als auch in den 
Organismen, welche die Zellen enthalten, eine solcbe Regulation einer strengen Kontrolle. Ungefahr 50% der gesarnten 
Energie in den Kohlenhydraten wird zu ATP umgewandelt, und der Rest wird als Warme freigesetzt [Alberts et al., Mo- 
lecular Biology of the Cell (1989)]. Das ATP wird dann wieder wahrend des Wachstums zur Biosynthese' verwendet und 

15 wird andernfalls fur Arbeit verwendet, und die Energie wird als Warme freigesetzt. Die Freisetzung meser Warme wird 
verwendet, um den Korper in der Form von Temperatur aufzuwarmen. Ein Unvermogen, auf dem Niveau eines Organis- 
mus ein stabiles Stoffwechselniveau aufrecbtzuerhalten, ist ein pathologischer Zustand, welcher als Fieber bezeichnet 
wird - ein Anstieg bei der Temperatur eines Organismus. Variationen bei den Stoffwechselniveau s werden bei einer Viel- 
zahl von pathologischen Zustanden angetroffen, einschlieBlich wahrend bakterieller oder viraler Infektionen, bei Krebs 

20 und bei der allgemeinen Aufzehrung, welche wahrend einer Sepsis oder Kachexie angetroffen wird. 

Die Temperatur eines Organismus wird oft als Anzeichen fur die Gesundheit des Organismus angesehen. Selbst ge- 
ringe Abweichungen bei der Temperatur konnen einen pathologischen Zustand anzeigen. Jedoch kann die Tbmperatur ei- 
ner einzelnen Zelle aufgrund der Beschrankung der derzeitigen Technologic nicht getestet werden. Somit ist es bisher 
nicht bekannt, in welchem AusmaB die zellulare Temperatur mit der Zeit innerhalb einer Zelle oder zwischen zwei ver- f 

25 schiedenen Zellen variiert. Basierend auf Studien von groBen Zellpopulationen gibt es jedoch gute Gninde anzunehmen, 
daB einige pathologische Zustande nachweisbar sein konnten, indem die Tbmperatur auf dem Niveau von einzelnen Zel- 
len gemessen wird. 

Der zellulare Metabolismus kann als die Bilanz fur alle enzymatischen Reaktionen betrachtet werden, welche in der 
Zelle auftreten. Innerhalb dieses Zusammenhangs wird die folgende exotherme Aktivitat als die Strahlung eines schwar- 

30 zen Korpers angesehen, d. h. die Warme, welche wir testen,.wenn wir die Temperatur der Zelle messen. Fruhere Unter- 
suchungen der biologischen Stoffwechselaktivitat haben die Kalorimetrie verwendet, welche auf dem Niveau eines ge- 
sarnten Organismus oder wenigstens eines einzelnen Organs eingesetzt wird. Die Mikrokalorirnetrie kann fur so geringe 
Men gen wie 10 Zellen angewendet werden. Jedoch gibt es emste Beschrankungen bei der Grenze der derzeitigen Tech- 
nologie, um die Warmeproduktion von einzelnen Zellen auf zulosen [Kemp, Thermal and Energetic Studies of Cellular 

35 Biological Systems, A.M. James, Herausg. (Bristol: Wright), S. 147-166 (1987)]. Die empfindlichste Technik, welche 
auf die Messung des Stoffwechsels in Tumorzellen angewendet wird, ist der Cartesische Tauchapparat, welcher hunderte 
von Zellen aunosen kann [Lutton und Kopac, Cancer Res., 31: 1564-1569 (1971)]. Diese Technik ist jedoch noch zu 
grob, um eine heterogene Population von Zellen aufzulosen, und sie macht eine Trennung der Zellen notig. Ein GroBteil 
der normalen Zellphy siologie ist ein dynamischer ProzeB, welcher eine zellulare Wechselwirkung in einer dreidimensio- 

40 nalen Matrix notig macht Viele Zellaktivitaten werden durch Zell-Zell-Kontakte modifiziert. All dieses geht verloren, 
wenn die Zellen getrennt werden. Neuere Techniken wurden entwickelt, um Metaboliten wie z. B. ATP, Glucose und 
Lactat in lebenden Zellen zu messen [Hossman et al., Acta Neuropathologies 69: i39-147 (1986); Okada et al., Journal 
of Neurosurgery, 77: 917-926 (1992)]. Diese Techniken benutzen einen phptographischen Film [Hossman et al., 1986, 
Supra; Okada et al., 1992, supra] oder photonenzahlende Kameras [Tamulevicius und Streffer, British Journal of Cancer, 

45 72: 1102-1112 (1995)] und haben eine betrachtliche Heterogenitat beim Stoffwechsel in Tumoren gezeigt, wenn diese 

mi t einer Auflosung von einem Mllimeter Raumauflosung getestet wurden. ( 

Unglucklicherweise gibt es derzeit eine Anzahl von wichtigen Problemen, welche nicht angegangen werden konnen, 
da der Metabolismus einer einzelnen Zelle nicht bestimmt werden kann. Beispielsweise konnen wir derzeit keine hete- 
rogenen Populationen von Zellen untersuchen und die Aktivitat der einzelnen Zellen statt des Durchschnitts der Mi- 

50 schung auflosen. Beispielsweise besteht ein Tumor aus Krebszellen, normalen Zellen und eingedrungenen Immunzellen, 
welche jeweils mit sehr unterschiedlichen Geschwindigkeiten metabolisieren. In diesem Fall kann die Messung des 
durchschnittlichen Metabolismus des Tumors nicht den tatsachlichen Metabolismus der einzelnen Zellen widerspiegeln. 
Bei den meisten Zellen ist die aerobe Atmung fur fast die gesamte Produktion von ATP verantwortlich, wobei die an- 
aerobe Glykolyse fur den Rest aufkommt Es wurde vor iiber funfzig Jahren festgestellt, daB die anaerobe Atmung bei 

55 Ascites-Tumorzellen in Bezug auf Nichttumorzellen wesentlich erhoht ist [Warburg et al., The Metabolism of Tumors, 
Herausg. O. Warburg, Constable & Company LTD., London, S. 129-170 (1930a); Warburg et al., The Metabolisin of Tu- 
mors, Herausg. O. Warburg, Constable & Company LTD., London; S. 

254-265 (1930b)]. Dieses fuhrte zu der Hypothese, daB die aerobe Atmung bei Tumorzellen geschadigt war [Warburg, 
Science, 123: 309-314 (1956)]. Als in den dazwischenliegenden Jahren mehr Uber den Stoffwechsel in Erfahrung ge- 

60 bracht wurde, wurde gefunden, daB die aerobe Atmung bei Tumorzellen normal ist, die anaerobe Atmung aber erhoht ist. 
Der Mechanismus, welcher fur diesen Anstieg bei der anaeroben Atmung verantwortlich ist, ist derzeit nicht bekannt 
Ein Hauptbegrenzungsfaktor beim Verstehen des Mechanismus ist die Unfahigkeit, die relativen Stoffwechselniveaus 
von einzelnen Zellen zu testen. Wie oben erwahnt wurde, ist ein besonderes Problem, daB die Tumoren aus einer Mi- 
schung von normalen, bosartigen und Immunzellen bestehen. Die gegenwartige Technologie erlaubt nur die Messung 

. 65 des durchschnittlichen Stoffwechsels dieser gemischten Population von Zellen. Ein zweites Problem ist die betrachtliche 
Heterogenitat, sogar innerhalb der Tumorzellen. In Tumoren ist beispielsweise die Oxygenierung oft geschwindigkeits- 
beschrankendfurdasTumo™^ 138: 183-191 (1989)]. Somit wird bei schnell 

wachsenden Tumoren das Wachstum durch die Angiogenese, das Wachstum neuer BlutgefaBe fur die Zufuhr von Sauer- 
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stoff und Nahrstoffen, begrenzt 

Die Chemotherapie ist ein wirkungsvolles Werkzeug, das verwendet wird, um lumoren zu bekampfen. Jedoch ent- 
wickeln I\imorzellen haufig eine Resistenz gegenuber Chemotherapeutika. Diese Resistenz wird als eine verminderte 
Empfindlichkeit gegenuber einem breiten Spektrum von chemotherapeutischen Mitteln beobachtet, und solche Zellen 
wurden als multiresi stent bezeichnet [Simon et al., Proc. NatL Acad Sci. USA, 91: 3497-3504 (1994)].-Obwohl diese 5 
Zellen urspriinglich als "Superzellen" angesehen wurden, welche in der Lage sind, jeglicher therapeutischen Herausfor- 
derung zu widerstehen, gibt es nun einen wachsenden Beweis dafur, daB multiresistente Zellen sich der Chemotherapie 
entziehen, indem sie sich mehr wie normale Zellen benehmen; und in mancher Hinsicht scheinen diese Zellen eine "nm- 
gekehrte" Transformation bei ihren Eigenschaften durchgemacht zu haben [Biedler et aL, Cancer & Metastasis Reviews, 
13: 191-207 (1994)]. Wenn die chemotherapeutischen Arzneimittel entfemt werden, kehren diese Zellen zu ihren ag- 10 
gressiven bosartigen Eigenschaften zuruck. Es ist nicht bekannt, was mit dem Stoffwechsel von multiresistenten Zellen 
wahrend dieser Periode passiert. Indirekte Ergebnisse weisen darauf hin, daB das Niveau der anaeroben Atmung bei die- 
sen Zellen zu den Niveaus zuruckgekehrt ist, welche bei nicht transforrnierten Zellen angetroffen werden [Miccadei et 
. al., Oncology Research, 8: 27-35 (1996)]. Daher besteht ein Bedarf, den Stoffwechsel von einzelnen Zellen zu messen, 
welche multiresistent sind, um zu diagnostizieren, warm sich Tumoren aus ihrer ruhigen multiresistenten Phase in ein 15 
bosartigeres Stadium verlagern. Weiterhin besteht ein Bedarf, ein Verfahren zur Messung der Temperatur von einzelnen 
Zellen zur. Verfugung zu stellen, um die metabolischen Anderungen zu bestimmen, welche entweder bei normalen oder 
Tumorzellen auftreten. Zusatzlich besteht ein Bedarf fur eine Methodik zur Messung der Temperatur einer Zelle aus ei- 
ner frischen Biopsie von lebendem Gewebe, um das Gewebe schnell auf das Vorliegen von Tumorzellen hin zu diagosti- 
zieren. . w 20 

Die Emission fast aller Ruoropbore wird durch die Temperatur beeinfluBt, jedoch wurde die Verwendung von Fluoro- 
phpren, die fur die Temperatur besonders empfindlich sind, zuerst von Kolodner et al., [AppL Phys. Lett 40: 782-784 
(1982); AppL Phys. Lett 42: 782-784 (1983)] als eine Technik zur Kalibrierung der Temperatur verwendet. Kolodner 
verwendete einen Ruorophor^ Eu(TTA) 3 , welcher in ein Polymer, PMMA, eingebettet war, um Temperaruraufiosungen : 
von 0,07°K und eine Raumaunosung von 10 pM zu erxeichen. Dieser temperaturempfindliche Fluorophor konnte somit 25 
verwendet werden, um Temperaturen zu quantifizieren.. 

Eine Vielzahl von Ruorophoren, einschlieBlich Eu(nA) 3 , wurde in verschiedenen Lpsungsmitteln und Polymeren so- 
lubilisiert und verwendet, um RugzeugflUgel in dem Labor von John P. Sullivan (Pursue University, siehe Tabelle 1, mo- 
difiziert ausgehend von [Campbell et aL, 1994, supra]) "anzustreichen". Die Anderung bei der Fluoreszenz kann verwen- 
- det werden, um beispielsweise die Temperatur anderungen des Rugzeugfliigels in einem Windkanal zu uberwachen. Bis- 30 
her wurden temperaturempfindliche Fluorophore in der Diagnostik mit integrierten Schaltkreisen verwendet [Kolodner 
et al., Appl. Phys. Lett. 42: 117-119 (1983)], um einen Grenzflachenubergang bei einem zweidimensionalen Rugel fest- 
zustellen und um die Wechselwirkung zwischen den Vorderkanten wirbeln und der Oberflache eines Deltaflugels sichtbar 
zu machen [Campbell et al., beim 6, Internal. Symp. fiber -die Anwendungen der Lasertechnik auf die Stromungslehre, 
Lissabon, Portugal (1992); Campbell et al., Temperature Measurement Using Fluorescent Molecules, Abstract (1992); 35 
Campbell et al., Temperature Sensitive Fluorescent Paint Systems, 18: 94-2483 (1994); Hamner et al., A Scanning Laser 
System for Temperature and Pressure Sensitive Paint, 32: 94-0728 (1994)]. 

Die Zitierung von irgendwelchen Referenzen hierin sollte nicht als Zugestandnis ausgelegt werden, daB eine solche 
Referenz fur die vorliegende Anmeldung als "Stand der lechnik" verfugbar ist. 

40 

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG 

Die vorliegende Erfindung stellt in ihrer breitesten Ausfiihrungsform ein Mittel zum Messen der Temperatur einer 
Zelle unter Verwendung ernes temperaturempfindlichen Huorophors zur Verfugung. Die vorliegende Erfindung setzt 
eine Stoffwechselsonde ein; welche ein festes Substrat umfaBt, das einen temperaturempfindlichen Fluorophor eingebet- 45 
tet in ein Polymer enthalt Wenn der Ruorophor mit dem geeigneten ultravibletten, sichtbaren oder infraroten Licht an- 
geregt wird, emittiert der Ruorophor ein nachweisbares Ruoreszenzsignal. Wenn eine lebende Zelle auf der Stoffwech- 
selsonde angeordnet wird, wird die Intensitat des Ruoreszenzsignals durch die Stofiwechselgeschwindigkeit der Zelle 
bewirkt. 

Vorzugsweise enthalt die Stoffwechselsonde einen Ruorophor, welcher wahrend er in ein Polymer eingebettet ist, in 50 
der Nahe einer waBrigen Losung fur wenigstens eine Stunde bei Anregung mit uitravioiettem Licht bei 37°C und bei ca. 
pH 7^ ein stabiles Ruoreszenzsignal emittieren kann. In einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung verursacht 
eine Zelle, welche auf der Stoffwechselsonde angeordnet wird, eine 2,5%ige Anderung bei der Intensitat des Ruores- 
zenzsignals pro Grad Celsius Anstieg bei der Temperatur. 

In einer Ausfiihrungsform ist der temperaturempfindliche Ruorophor, welcher in der Stoffwechselsonde enthalten ist, 55 
Eu(TTA) 3 . In einer anderen Ausfiihrungsform ist das Polymer der Stoffwechselsonde Poly(memylmethacrylat). In einer 
bevorzugten. Ausfiihrungsform ist das Polymer Poly(methylmethacrylat) und der temperaturempfindliche Ruorophor ist 
Eu(TTA) 3 . Das feste Substrat der vorliegenden Erfindung kann aus irgendeinem inerten Material gefertigt werden, ist 
aber vorzugsweise ein Glas oder ein Kunststoff. In einer noch bevorzugteren Ausfuhrungsform dieses Typs ist das feste 
Substrat ein Deckglaschen (glass cover slip). - ^ 

Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zum Feststellen der Temperatur einer Zelle zur Verfugung. Eine solche 
Ausfuhrungsform umfaBt ein Anordnen einer Zelle auf einer Stoffwechselsonde, welche ein festes Substrat umfaBt, das 
einen temperaturempfindlichen Ruorophor eingebettet in ein Polymer enthalt Wenn der Ruorophor mit dem richtigen 
ultravioletten, sichtbaren oder' infraroten Licht angeregt wird, emittiert er ein nachweisbares Ruoreszenzsignal. Wenn 
eine lebende Zelle auf der Stoffwechselsonde angeordnet wird, wird die Intensitat des Ruoreszenzsignals durch die Tern- 65 
peratur der Zelle bewirkt 

In einer spezifischen Ausfuhrungsform dieses Verfahrens ist das Polymer ein nichtaromatisches synthetisches Poly- 
mer. In einer bestimmten Ausfuhrungsform dieses Verfahrens kann der Ruorophor bei Anregung mit uitravioiettem 
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Licht fur wenigstens eine Stunde bei 37°C, pH 7,4, ein stabiles Fluoreszenzsignal emittieren. 

Die vorliegende Erfindung umfaBt ebenfalls ein Verfahren zum Feststellen der Stoffwecbselaktivitat einer Zelle. Eine 
solche Ausfuhrungsform umfaBt ein Feststellen der Temperatur einer Zelle durch ein Anordnen der Zelle auf einer Stoff- 
wechselsonde der vorliegenden Erfindung, Anregen des Fluorophors der Sonde rnit dem geeigneten ultravioletten, sicht- 
5 baren oder infraroten Licht und Nachweisen des Fluoreszenzsignals^ wobei die Intensitat des Fluoreszenzsignals, welche 
nachgewiesen wird, ein Anzeichen fur die Temperatur der Zelle isL Die gemessene Temperatur wird dann mit der Stoff- 
wechselakti vitat der Zelle korreliert In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses TVps ist die Zelle eine Tumorzelle. 

Die vorliegende Erfindung umfaBt ebenfalls ein Verfahren zum Nachweisen des Vorliegens einer Tumorzelle in einem 
lebenden Gewebe, welches ein Feststellen der Temperatur der Zelle durch ein Anordnen der Zelle auf einer StofTwech- 

10 selsonde der_vorliegenden Erfindung (wie oben beschrieben), Anregen des Fluorophors der Stoffwechselsonde nu\dem 
geeigneten ultravioletten, sichtbaren oder infraroten Licht und Nachweisen des Fluoreszenzsignals umfaBt Die Intensitat 
des nachgewiesenen Fluoreszenzsignals kann mit der Temperatur der Zelle korreliert werden. Von dem Metabolismus 
von Tumorzellen ist bekannt, daB er signifikant hoher ist als der von nicht transformierten Zellen. Die vorliegende Erfin- 
dung erlaubt den Nachweis von Tumorzellen mitten unter einer Masse von normalen (z. B. nicht transformierten) Zellen 

15 durch ein Bestimmen der Temperatur der Zellen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses TVps wird das lebende 
Gewebe aus einer Tumorbiopsie erhalten. In einer verwandten Ausfuhrungsform stellt die vorliegende Erfindung ein 
Verfahren zum Nachweisen des Vorliegens eines anomalen Metabolismus einer Zelle, welche von gesundem Gewebe 
umgeben ist (mitten unter einer Masse von normalen Zellen), zur Verfugung, welches ein Feststellen der Temperatur der 
Zelle durch ein Anordnen der Zelle auf einer Stoffwechselsonde der vorliegenden Erfindung (wie oben beschrieben), An- 

20 ,regen des Fluorophors der Stoffwechselsonde mit dem geeigneten ultravioletten, sichtbaren oder infraroten Licht und 
Nachweisen des Fluoreszenzsignals umfaBt. Ein Unterschied bei der Temperatur der Zelle in Bezug auf eine Kontroll- 
zelle ist ein Anzeichen dafur, daB die Zelle einen anomalen Metabolismus durchmacht. In einer solchen Ausfuhrungs- 
form ist der anomale Metabolismus der Zelle ein Anzeichen fur eine Zelle mit einer ultravioletten Schadigung. In einer 
anderen Ausfuhrungsform ist der anomale Metabolismus der Zelle ein Anzeichen dafur, daB die Zelle eine Kachexie 

25 durchmacht. In einer dritten Ausfuhrungsform ist der anomale Metabolismus der Zelle ein Anzeichen dafur, daB die 
Zelle eine Apoptosis durchmacht. 

In einer bestimmten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird die Stoffwechselsonde auf einem Mikroskop 
angeordnet, der Fluorophor wird angeregt und seine Emission wird unter Verwendung des Mikroskops nachgewiesen. In 
einer solchen Ausfuhrungsform ist das Mikroskop ein konfokales Lasermikroskop, das mit einem Ultraviolettlaser zur 

30 Anregung ausgeriistet ist. In einer anderen solchen Ausfuhrungsform ist das Mikroskop ein Huoreszenzmikroskop, wel- 
ches mit einer Hg/Xenon-Lampe mit einem Ultraviolett-Anregungsfilter und einem Emissionsfilter im sichtbaren Be- 
reich mit 615nm±10nm ausgeriistet ist. 

Die vorliegende Erfindung umfaBt ebenfalis ein Verfahren zur Herstellung der Stoffwechselsonden der vorliegenden 
Erfindung. Eine solche. Ausfuhrungsform umfaBt ein In-Kontakt-Bringen eines Polymers mit einem temperaturempfind- 

35 lichen Fluorophor in einem mischbaren Losungsmittel, worin eine Losung des Fluorophors und des Polymers gebildet 
wird. Die Losung wird als nachstes auf dem festen Substrat angeordnet, und das Polymer wird dann in das feste Substrat 
eingebrannt (annealed to). 

Das feste Substrat, welches in diesem Verfahren verwendet wird, ist vorzugsweise ein Glas oder ein Kunststoff. In ei- 
ner noch bevorzugteren Ausfuhrungsform dieses Verfahrens ist das feste Substrat ein Deckglaschen. In einer bevorzug- 
40 ten Ausfuhrungsform dieses Verfahrens wird das Deckglaschen in eine starke Saure (z. B. 70% Salpetersaure) einge- 
taucht, bevor der Polymer-Fluorophor auf dem Glasscheibchen angeordnet wird. In einer anderen Ausfuhrungsform die- 
ses Verfahrens wird das feste Substrat wahrend des Einbrennens eines Polymers auf dem festen Substrat gedreht. 

In noch einer anderen Ausfuhrungsform dieses Verfahrens ist das verwendete Polymer Poly(methylmethacrylat). In 
noch einer anderen Ausfuhrungsform dieses Verfahrens ist der temperaturempfindliche Fluorophor Eu(TTA)3. In noch 
45 einer anderen Ausfuhrungsform ist das Losungsmittel Nitroethan. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform dieses Typs wird die Stoffwechselsonde durch ein Verfahren hergestellt, wel- 
ches ein In-Kontakt-Bringen einer Losung von 0,1 mM Poly(methylmethacrylat) in 96% Nitroethan mit 200 mM 
Eu(TTA) 3 in 96% Nitroethan umfaBt. Die Ruorophor/Polymerlosung wird dann auf einem mit Saure gewaschenen Glas- 
scheibchen angeordnet (welches vorher in 70%ige Salpetersaure eingetaucht wurde, mit destilliertem Wasser gewaschen 
50 wurde, mit Ethanol gespiilt wurde und dann in einem Vakuumofen getrocknet wurde). Das Glasscheibchen wird dann auf 
einem Rotor befestigt und gedreht Das Glasscheibchen wird als nachstes bei 100°C fur eine Stunde in einem Vakuum- 
ofen gebrahnt, um das polymer einzubrennen. 

Diese und andere Aspekte der vorliegenden Erfindung werden besser durch Bezug auf die folgenden Zeichnungen und 
die detaillierte Beschreibung gewiirdigt werden. 

55 

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN 

Fig. 1 stellt die Anderung der Fluoreszenzintensitat mit der Temperatur fur Eu(TTA)3/PPMA dar. Die Anregungswel- 
ienlange war 365 am und die Emissions wellenlange war 621 nm. 
60 Die Fig. 2A und 2C sind Zellen, wie sie in dem Beispiel beschrieben werden, sichtbar gemacht durch Absorptions- 
spektroskopie. 

Die Fig. 2B und 2D stellen Huoreszenzdifferenzspektren dar, welche aus den Zellen der Fig. 2A bzw. 2C erhalten 
wurden, nach der Zugabe von FCCP. Die Zellen wurden bei 355 nm angeregt, und die Emission wurde bei 614 nm iiber- 
wacht. 

65 

DET AILLIER TE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 
Die vorliegende Erfindung stellt Verfahren zur Verwendung einer Stoffwechselsonde, wie sie hierin beschrieben ist, * 
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zur Verftigung, urn die Tempera tur und/oder metabolische Anderungen einer einzelnen Zelle oder einer Gruppe von Zel- 
len zu iiberwachen. Die Zelle kann entweder von anderen Zellen losgelost sein oder ein Teil einer Zellprobe sein. Wenn 
die Zelle eine Tumorzelle ist, hilft eine solche "Oberwacbung bei dem" Verstandnis der Zellbiologie von Tumorzellen. Die 
Stoffwechselsonden und die damit zusammenhangende Methodik der vorliegenden Erfindung konnen ebenfalls verwen- 
det werden, urn zu bestimmen, ob Tumorzellen in einer frischen Biopsie von lebendem Gewebe vorhanden sihd, in einem 5 
Zeitrabmen, welcher erlauben wurde, daB die Diagnose wahrend der Tumorbiopsie erhalten wird. Auf diese Weise 
konnte die Analyse der Biopsie unmittelbar nach der Entfemung des Gewebes durchgefiihrt werden, was dem praktizie- 
renden Arzt erlaubt, unmittelbar eine Entscheidung zu treffen, ob weiteres Gewebe entfemt werden muB, oder alternativ 
urn zu bestimmen, daB keine weitere Operation notig ist Ein solcbes Verfahren hat viele Vorteile gegeniiber der gegen- 
wartigen Technologie, welche eine anfangliche Biopsie notig macht, Harm typischerweise eine 7- bis 10-tagige Untersu- 10 
chung des Gewebes, auf welche in vielen Fallen ein weiterer chirurgiscber Eingriff folgt. Somit erlaubt die vorliegende 
Erfindung, daB der praktizierende Mediziner einen chirurgischen Eingriff durchfuhrt und sofort auf die Gewebeanalyse 
reagiert, wodurch eine weitere Verschlechterung des Gewebes wahrend der Zeitspanne der Analyse verhindert wird. 

Die vorliegende Erfindung umfaBt ebenfalls Verfahren zum Feststellen der Temperatur einer Zelle unter Verwendung 
der Stoffwechselsonden der vorliegenden Erfindung. Die Stoffwechselsonden der vorliegenden Erfindung umfassen ein 15 
festes Substrat, welches einen temperaturempfindlichen Ruorophor enthalt, der in ein Polymer eingebettet wurde. Wenn 
der Ruorophor mit dem geeigneten ultravioletten, sichtbaren oder infraroten Licht angeregt wird, emittiert er ein nach- 
weisbares Ruoreszenzsignal. Dieses Fluoreszenzsignal wird durch die Stoffwechselgeschwindigkeit einer Zelle bewirkt, 
welche auf der Stoffwechselsonde angeordnet ist. Somit kann durch ein Anregen des Ruorophors mit dem geeigneten 
Licht und dann einem Nachweisen der Intensitat des Ruoreszenzsignals die Temperatur der Zelle bestimmt werden. 20 

Daher sollen die folgenden Begriffe, wenn sie hierin erscheinen, die unten aufgefuhrten Definitionen aufweisen: 

Wie hierin verwendet, umfaBt eine "Stoffwechselsonde" ein festes Substrat, welches einen temperaturempfindlichen 
Ruorophor eingebettet in ein Polymer enthalt, worin, wenn der Ruorophor mit der geeigneten Lichtwellenlange ange- 
regt wird (z. B. ultraviolett, sichtbar oder infrarot), der Ruorophor ein nachweisbares Ruoreszenzsignal emittiert und 
worin, wenn eine lebende Zelle (allein, oder als ein Teil einer Zellprobe) auf der Stoffwechselsonde angeordnet wird, das 25 
Ruoreszenzsignal aufgrund der Warme, welche von der Zelle emittiert wird (z. B. wie als die Temperatur und/oder der 
metabolische Zustand der Zelle gemessen wird), potenziert wird (d. h. steigt oder fallt). 

Wie hierin verwendet, kann ein "festes Substrat" aus irgendeinem festen Material gefertigt werden, vorzugsweise ei- 
nem Kunststoff, Metall oder Glas, und noch bevorzugter, einer Glaslinse. 

Wie hierin verwendet, umfaBt "ca. pH 7,5" pH 7,0 bis pH 8,0. 30 

Bei einer Anwendung der vorliegenden Erfindung wird die Temperatur einer Zelle bestimmt, welche aus einer Zell- 
probe von einem Patienten erhalten wurde, der in dem Verdacht stand, an Kachexie zu leiden. Kachexie ist ein Krank- 
heitszustand, welcher den Korper auszehrt und oft todlich endet Kachexie, welche durch den lYimomekrosefaktor aus- 
gelost wird, ist mit einer erhohten Produktion von Milchsaure verbunden und es wird angenommen, daB sie das Ergebnis 
der Aktivierung eines nutzlosen Substratzyklus zwischeh Fructose-6-phosphat und Fructose- 1,6-biphosphat ist Dieser 35 
verbrennt das zellulare ATP [Zentella et al., Cytokine, 5: 436-447 (1993)]. Somit ist eine Bestimmung einer erhohten 
Temperatur fur Zellen, welche von einem Patienten erhalten wurden, der in dem Verdacht stent, eine Kachexie zu haben, 
mit der Diagnose einer Kachexie konsistent. 

Unter einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung kann der Mechanismus eines induzierten Fiebers durch das 
entziindliche Makrophagenprotein sondiert werden. Das Fieber kann in Tieren durch einen Faktor hervorgerufen werden, 40 
welcher von Makrophagen fxeigesetzt wird: das entziindliche Makrophagenprotein [Myers et al., Neurochemical Rese- 
arch, 18: 667-673 (1993)]. Wahrend bekannt ist, daB dieser Faktor die Nahrungsaufhahme durch das Her moduliert, ist 
derzeit noch nicht bekannt, wo oder wie diese Wirkungen auf die Zellen aufweisen, urn den Stoffwechsel zu erhohen und 
die Temperatur zu erhohen. Somit kann die Bestimmung, welche bestimmten Zellen (oder Zelltypen) die uberschussige 
Warme emittieren, die das Fieber verursacht, erreicht werden, indem die Temperatur der einzelnen Zellen (oder des Zell- 45 
typs) festgestellt wird. 

Unter einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird die Temperatur von kultivierten Zellen bestimmt. In 
einer solchen Ausfuhrungsform werden Pppulationen von Bmsttumorzellen verwendeL In einer weiteren solchen Aus- 
fuhrungsform werden arzneinuttelresistente Brusttumorzellen verwendet. In noch einer anderen Ausfuhrungsform wer- 
den nicht transformierte Brustzellen verwendet. In einer bevprzugten Ausfuhrungsform werden zwei dieser Zelltypen 50 
verwendet In einer noch bevorzugteren Ausfulirungsform werden alle drei Zelltypen verwendet In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform kommen die Brusttumorzellen aus einer humanen Quelle. In einer besonderen Ausfuhrungsform wer- 
den braune Fettgewebszellen aus der Himorzellinie HTB IB verwendet. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform dieses Aspekts der Erfindung wird ein Scheibchen des Brustgewebes als die 
Quelle von Zellen verwendet Ein Scheibchen von der Brust umfaBt Fettzellen (welche mit groBen Fettglobuli gefullt 55 
sind, die sehr niedrige Stofrwechselniveaus aufweisen) und Duktuszellen, welche aktiv metabolisieren und sezernieren. 
Die Grundgeschwindigkeit des StofTwechsels der Tumorzellen ist signifikant hoher als die von "normalen" Zellen. Tbsts 
unter Verwendung einer Oberflachentemperarurmessung von Hauttumoren zeigen eine Temperaturdifferenz (bei Belich- 
tung) von bis zu 3,3 9 C. 

In der gegenwartigen medizinischen Praxis wird herausgeschnittenes Gewebe, welches wahrend einer Biopsie erhal- 60 
ten wurde, fur histologische Tests prapariert, welche 7-10 Tage dauem. Somit befindet sich der Patient nicht mehr im 
Operationsraum, wenn die Ergebnisse bestimmt werden. Daher muB oft eine nachfolgende Operation angesetzt werden. 
Das Verfahren des Feststellens der Temperatur von Zellen in den Scheibchen unter Verwendung der Methodik der vor- 
liegenden Erfindung erlaubt, daB die Zellen in den Gewebescheibchen sofort getestet werden, wobei ein standardmaBiges 
Fluoreszenzmikroskop verwendet wird, um zu bestimmen, ob es lokalisierte "Hot spots" einer StofFwechselaktivitat 65 
(d. h. Zellen, welche groBere als die normalen Mengen an Warme emittieren) als einen Fingerzeig fur Tumorzellen gibt. 
Solche Bestimmungen erlauben dem Chirurgen, unmittelbar zu entscheiden, ob oder nicht weiteres Gewebe herausge- 
schnitten werden muB. 
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Noch ein anderer Aspekt der Erfindung umf aBt die Bestimmung der Temperatur/des Metaboiismus von einzelnen Zel- 
len; um die Verschiebung von ruhigen multiresistenten Zellen zu dem bosartigeren Zustand hin zu iiberwachen. In die- 
sem Fall ware ein Ansteigen der Temperatur mit einer solchen Verschiebung konsistent. Ein solches "Oberwacben ware 
wahrend einer Chemotherapie und insbesondere nach dem Ende einer solchen Behandlung besonders nutzlich. 
5 In einer bestimmten Ausfuhrungsform wird eine Zell- oder Gewebebiopsie auf einer Stoffwechselsonde angeordnet 
und dann mit einem konfokalen Lasermikroskop erf aBt, das mit einem Ultraviolettlaser zur Anregung ausgeriistet ist, 
was gleichzeitige Emissionsmessungen von dem temperaturempfindlichen Ruorophor erlaubt. In einer weiteren solchen 
Ausfuhrungsform wird die Erfassung mit einem Fluoreszenzmikroskop durchgefuhrt, das mit einer Hg/Xenon-Lampe 
mit einem Ultra violett-Anregungsfilter und einem Emissionsfilter im sichtbaren Bereich ausgestattet ist 

10 Wie oben erwahnt wu rde, ist ein bevorzugter Ruorophor Eu(TTA ) 3 , welcher ein Anregungs maximum von 360 nm 

TuafweistHunl d~ein Emissionsma^imum* vori 614 rim aufweist' Noch" bevorzugter "wird Eu(TIA)3* mit~clem Polymer 
Poly(methylmethacrylat), (PMMA), kombiniert und in ein festes Substrat eingebrannt, um eine Stoffwechselsonde zu 
bilden. Jedoch werden andere geeignete Kombinationen durch die vorliegende Erfindung abgedeckt Solche moglichen 
Kombinationen sind beispielhaft in Tabelle 1 dargestellt. Diese und andere Kombinationen korinen getestet werden, um 

15 ihre Eignung zu bestimmen, als Komponenten der Stoffwechselsonde zu dienen. Insbesondere sind die SchliisseLkrite- 
rien zur Auswahl einer Ruorophorverbindung die, daB der Fluorophor: (i) eine maximale Anderung der Fluoreszenz bei 
einer Anderung der Temperatur bei 37°C zeigt; (ii) die Fahigkeit aufweist, in einem Polymer und abseits von der waBri- 
gen Losuhg eingebettet zu werden; und (hi) fur lebende Zellen nicht toxisch ist. Somit kann ein solches Testen das Be- 
stimmen der Empfindlichkeit des Ruorophors auf Temperaturanderungen bei 37°C, die Stabiiitat des Ruorophors in ei- 

20 ner waBrigen Umgebung, die Stabiiitat des Ruorophors wahrend des Einbettens in das Polymer und die Bestandigkeit 
des Ruorophors gegenuber einem Ausbleichen durch Licht (eine solche Bestandigkeit wird ftir Langzeitbeobachtungen 
und anschlieBende Kalibrierungen benotigt) umfassen, Je groBer die Empfindlichkeit des Ruorophors gegenuber einer 
Temperaturanderung bei 37°C ist, je groBer seine Stabiiitat unter den oben erwahnten Bedirigungen ist, einschlieBlich ei- 
ner Resistenz gegenuber dem Ausbleichen durch Licht, desto mehr ist der Ruorophor als ein Bestandteil der Stoffwech- 

25 selsonde geeignet. In ahnlicher Weise wird das Polymer so ausgewahlt, daB es eine optimierende Wirkung auf den tem- 
peraturempfindlichen Ruorophor aufweist SchlieBlich muB die Ruorophor/Polymer-Kombination mit den lebenden 
Zellen kompatibel sein, d. h. sie sollten die Lebensfahigkeit der Zellen nicht nachteilig beeinflussen. In dem nachfolgen- 
den Beispiel werden diese und/oder andere Faktoren beschrieben. 

Die vorliegende Erfindung kann besser durch Bezug auf das folgende nicht beschrankende Beispiel verstanden wer- 

30 den, welches als beispielhaft fur die Erfindung angegeben wird. Das folgende Beispiel wird dargestellt, um die bevorzug- 
ten Ausfuhrungsformen der Erfindung vollstandiger darzustellen. Es sollte jedoch nicht so ausgelegt werden, daB es den 
breiten Umfang der Erfindung; beschrankt. 



35 



BEISPIEL 

Bestimmung von geeigneten Ruorophoren und Polymeren fur eine StofTwechselsohde 

Einfuhrung 

40 Mehrere Kriterien wurden aufgestellt, um einen geeigneten Ruorophor und ein Polymer fur die Stoffwechselsonden 
der vorliegeniden Erfindung auszuwahlen. Beispiels weise ist die Empfindlichkeit des Ruorophors fur Temperaturande- 
rungen bei 37 P C ein wichtiges ICriterium, wobei eine groBere Empfindlichkeit wunschenswert ist In ahnlicher Weise 
wird der Ruorophor im Hinblick auf seine Stabiiitat in .einer waBrigen Umgebung ausgewahlt, da eine lebensfahige Zelle 
in eirier waBrigen Umgebung am stabilsten ist. Zusatzlich wird ein Ruorophor im Hinblick auf seine Stabiiitat wahrend 

45 seiner Einbettung in ein Polymer ausgewahlt. Beispiels weise miissen die Zellproben durch eine Dicke cles Polymers von 
iingefahr 50 nm von dem Ruorophor getrennt werden, um sicherzustellen, daB Anderungen der Ruoreszenz eine Folge 
der Temr^eraturemission von der Zelle sind, und nicht von einer Sezernierung eines Proteins, Metaboliten oder Ions, wel- 
che die Eigenschaften des Ruorophors modifizieren konnten. . 

Weiterhin wird ein Polymer ausgewahlt, welches die Eigenschaften unseres temperaturempfindlichen Ruorophors op- 

50 timiert. Ein solches Polymer sollte im Hinblick auf die relative Bestandigkeit gegenuber einem Ausbleichen durch Licht 
(eine Eigenschaft, welche fur Langzeitbeobachtungen und nachfolgende Kalibrierungen notig ist) ausgewahlt werden. 
Weiterhin sollten ein Polymer und der Ruorophor mit lebenden Zellen kompatibel sein, um sicherzustellen, daB das 
Polymer und der Ruorophor die Lebensfahigkeit der Zelle nicht nachteilig beeinflussen. . 

55 Materialien und Methoden 

Beschichten von Deckglaschen mit temperaturempfindlichen Ruorophoren 

Materialien 

60 

Farbstoff: Europium thenoyltrifluoracetonat, abgekurzt als Eu(TTA)3 oder EuTTA (Advanced Materials, New Hill, NC) 
Polymer Poly(methylmethacrylat), abgekurzt als PMMA (Aldrich, Milwaukee, WI 18,226-5) 
Losungsmittel: 96% Nitroethan (Aldrich, Milwaukee, WI 13.020-6) 

65 . Mischen von Farbstoff /Polymer 

Die Standardkonzentration des Polymers (PMMA) in dem Losungsmittel (Nitroethan) betrug 0,1 mM (100 mg 
PMMA in 5 ml Nitroethan). Verschiedene Konzentrationen yon Eu(TEA) 3 wurden verwendet Das beste Ruoreszenzsi- 
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gnal war das mil 200 mM Eu(TTA) 3 in Losungsmittel (100 mg EuTTA in 5 ml Nitroethan). Die Farbstoff/Polymermi- 
schung wurde mit einem Magnetriihrer geriihrt, bis sie vollstandig gelost war, und dann durch einen Filter mit 0,45 pan 
PorengroBe filtxiert (Gelman Sciences, Acrodisc 13CR PTFE), wonach eine vollig klare Losung zuriickblieb. Urn Pro- 
bleme mit einer Hydratisierung zu minimieren, wurden der Farbstoff und das Polymer unter N 2 gelagert und das Lo- 
sungsmittel wurde mit Molekularsieben gelagert ' " ° 5 

Die Dicke der Schicht kann eingestellt werden, indem die Polymerkonzentration (je hoher, desto dicker) und die Ro- 
tationsgeschwindigkeit (je langsamer, desto dicker) variiert werden. 

Vorbereitung der Deckglaschen 

10 

Alle Deckglaschen wurden in Salpetersaure mit Saure gewaschen. Die Deckglaschen wurden fur 5 Minuten in 70%ige 
Salpetersaure eingetaucht, mit dH 2 0 gespiilt, mit 95% Ethanol gespiilt und dann in einem Vakuumofen bei 100°C ge- 
trockneL Die Saurewasche war notig, damit das Polymer-Fluorophor fest und stabil auf dem Glas verankert blieb. 

Rotationsbeschichtungsverfahren. Das Deckglaschen wurde auf einem Rotor befestigt und mit der Polymer/Fluoro- 
phor/L^sungsmittelprobe bedeckt. Das Deckglaschen wurde mit einer typischen Geschwindigkeit von 600 Upm fur 15 
1 Minute rotiert Das Deckglaschen wurde dann fur eine Stunde bei 100°C in einem Vakuumofen gebrannt, urn das Poly- 
mer einzubrennen. 

Charakterisierung der Beschichtungen. Die Beschichtungen auf den Deckglaschen wurden durch mehrere Verfahren 
charakterisiert. Die Homogenitat wurde unter einem Phasenkontrastniikroskop getestet, wobei ein 20k- oder ein 40x- 
Objektiv verwendet wurde. Die Homogenitat wurde ebenf alls unter einem Muoreszenzmikroskop (Nikon Diaphot) gete- 20 
stet, wobei ein 40x-Objektiv verwendet wurde, oder auf einem konfokalen Lasermikroskop (Ultima, Meridian Instru- 
ments, Okemos, MI), wobei ein 60x-Objektiv verwendet wurde. Die Absorption der beschichteten Deckglaschen wurde 
bei 365 nm mit einem Diodenarrayspektrophotometer (Milton Roy Spectronic, Array 3000) getestet. Die Temperatur- 
empfindlichkeit der verschiedenen Mischungeh von Fluorophoren, Polymeren, Losungsmitteln wurde anfangs in einer 
Kiivette mit einer kontrollierten Temperatur in einem Huoreszenzspektrofluorimeter (Aminco Bowman 2, SLM 25 
Aminco) getestet. Die Deckglaschen wurden geschnitten und bei einem Winkel von 45 Grad in die mit Wasser gefullten 
Kuvetten eingepaBL Diese Konfiguradon wurde verwendet zur-Bestirnmung von: 

- dem optimalen Anregungs- und Emissipnsspektrum durch ein Aufzeichnen von Anregungs- und Emissionsabta- 

' stungen; " 30 

- der Geschwindigkeit des Ausbleichens durch Licht und der Stabilitat der Schicht in Wasser (getestet durch ein 
Aufzeichnen des durchschnittlichen Huoreszenzsignals iiber die Zeit); und 

- dem Temperaturkoeffizienten (Anderung der Intensitat pro Grad), welcher durch ein Aufzeichnen der Anderun- 
gen der Fluoreszenzintensitat wahrend Temperaturanderungen von normalerweise 1°C bestimmt wurde. 



Zellwachstum auf den Deckflaschen 

Zellen der humanen Brusttumorlinie MCF-7 wurden auf den Beschichtungen wachsen gelassen. Die Wachstumsge- 
schwindigkeit auf den Beschichtungen war etwas langsamer als auf der Polystyroloberflache der Kulturschalen, aber die 40 
Lebensfahigkeit war hoher als 80%. 

Zellkultur 

Die MCF-7/ADR-Zellen sind eine Zellinie, die gegeniiber Chemotherapeutika resistent ist und welche von einem hu- 45 
manen Brustkarzinom abgeleitet ist Sie werden in modifiziertem Eagle-Medium mit Phenolrot, Rinderinsulin 10 ug/rnl 
und L-Glutamin und 10% FBS in einem befeuchteten Inkubator bei 37°C und 5% pCCb (Forma Scientific, OH) aufrecht- 
erhalten. Zusatzlich werden die MCF-7/ADR-Zellen kontinuierlich in 0,8 uM Adriamycin gehalten. 

Die Zellen werden in einem Olympus-Ruoreszenzmikroskop beobachtet, welches mit einer Xenon-Lampe, einem 
Uniblitz-VerschluB (Vincent and Associates, Rochester NY) und Filterradem auf der Anregungs- und Emissionsseite 50 . 
ausgestattet ist Das VerschlieBen der Lichtquelle wind mit einem Computer gesteuert. Ein Filterhalter wurde hergestellt, 
urn die. 450 nm- und 490 nm-Anregungs filter zu halten. Die Daten werden auf einer gekuhlten ladungsgekoppelten Vor- 
richtung Hamamatsu 4972 (Hamamatsu Photonics) gesammelt und mit einer Software digitalisiert, welche von National 
Instruments Lab View geschrieben wurde. Die Zellen werden in einer Kammer mit kontrollierter Temperatur bei einer 
konstanten Perfusion von Medium sichtbar gemacht. 55 

Die Zellen werden mit einer Xex von 355 nm und einer Xem von 614 angeregL Wenn das Verhaltnis von aufeinander- 
folgenden Bildem aufgenommen wurde, konnten die Zellen nicht nachgewiesen werden. Bei EinschluB von FCCP, ei- 
nem Protonenionophor, welcher die Protonendurchlassigkeit der Mitochondrien erhoht und somit die Hydrolyse von 
ATP erhoht, gibt es jedoch eine erhohte Ruoreszenzemission, die mit einem Anstieg der Temperatur konsistent ist Der 
groBte Anstieg der Temperatur betragt ungefahr 100 mK und er wird sehr folgerichdg in dem Wachstumskegel der Zelle 60 
beobachtet (Fig. 2B und 2D). 

Fluoreszenzmessungen 

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem Huoreszenzmikroskop durchgefuhrt, welches mit einer Hg/Xenon- 65 
Lampe ausgeriistet war, wobei ein Ultra violett-Anregungsfilter und ein Emissionsfilter verwendet wurden. Eu(nA) 3 
wird bei 360 nm angeregt und emittiert bei 614 nm. 
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Ergebnisse 

Wahl der fluoreszierenden Verbindung: Es war notwendig, das gesamte Wasser in dem Losungsmittel und Polymer zu 
entfernen, bevor die Deckglaschen beschichtet wurden. Unglucklicherweise beeintrachtigt Wasser nachteilig die Stabili- 
5 tat der Ruorophor/Polymerrnischung, und viele der haufig verwendeten Reagenzien, um das Losungsmittel zu dehydra- 
tisieren, beeintrachtigen ebenfalls nachteilig die Fluorophore. Ein Schlussel war, einen Fluorophor zu verwenden, wel- 
cher ohne nachteilige Wirkungen mit Dehydratisierungsreagenzien behandelt werden konnte. Es stellte sich heraus, dafi 
einer der moglichen Ruorophore (Eu-FOD) groBere Anderungen in den Eigenschaften durchmacben wurde, wenn wir 
inn auf die Deckglaschen brannten. Eu(TTA) 3 wies dieses Problem nicht auf und wurde daher als ein guter Ruorophor 

10 ausgewahlt. _ _ 

— Wahl des Polymersr Die RuoYqphore; welche'untersucht wurden; andern ihre Ruoreszenz als'Reaktion auf die Tem- 
. peratur. Jedoch konnte ihre Ruoreszenz ebenso fur bestirnmte Proteine, Kohlenhydrate, pH oder ionische Anderungen 
empfindlich sein. So wird der Ruorophor in ein Polymer eingebettet, das verwendet wird, um die Deckglaschen zu be- 
schichten. Polystyrol war unsere erste Wahl fur ein Tragerpolymer. Es ist stabil gegenuber vielen verschiedenen Behand- 

15 lungen, es ist nicht toxisch, es kann als ein Substrat fur wachsende Zellen verwendet werden. "Unglucklicherweise waren 
die Reaktionseigenschaften von EuTTA auf die Temperatur in dem Polystyrol schwach. Es scheint, als ob die Benzol- 
ringe in dem Polystyrol nachteilig mit den Gruppen in dem EuTEA wechselwirkten, was zu eihem Verlust an Aktivitat 
fiihrte. Andererseits ist PMMA ein nichtaromatischer Ruorophor. Von diesem Polymer war bekannt, daB es fur UV-Wel- . 
lenlahgen empfindlich ist, welche verwendet werden, um EuTTA anzuregen. Tatsachlich wird UV-Licht oft verwendet, 

20 um PMMA zu atzen. Jedoch wurde nach einem Variieren der Konzentrationen von PMMA : EuTTAQ : Losungsmit- 
tel : Dehydratisierungsmittel eine Mischung von EuTTA : PMMA bestimmt, welche auf Deckglaschen sehr stabil ist. 
Diese Mischung kann ohne nachteilige Wirkungen auf die mechanische Stabilitat in eine Wasserumgebung eingetaucht 
werden; ihr Rubreszenzsignal ist fur wenigstens eine Stunde wahrend einer UV-Anregung stabil; Wasser beeinfluBt das 
Ruoreszenzsignal nicht nachteilig; und ihre Ruoreszenz andert sich um 2,5% bei jedem Grad Anderung in Grad Celsius. 

25 Weiterhin ist das Rauschen sehr niedrig (ungefahr 100 : 1), was die Auflosung von Anderungen um 0,01°C erlaubt. Eine 
graphische Darstellung der Anderung bei der Ruoreszenzintensitat mit der Temperatur ist in Fig. 1 dargestellt In Tabelle 
1 wird die Eu(TTA) 3 /PMMA-Mischung mit Proben von anderen Ruorophor/Polymerpaaren im Hinblick auf ihre maxi- 
male logarithmische Steigung/°C verglichen. 

30 
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Tabelle 1 



Fluorophor 


Polymer 


Maximale 
logaritnmj.sche 
Steigung/ °C 


Temperatur 


5 


Anthracen 


Celluloseacetat 








Cumarin 


PMMA 


-0,004 


60 




CuOEP 


GP-197 


-0,0113 


-100 


10 


Erythrosin B 


Polycarbonat 








Ciuropimii— 
thenoyltrif luor- 
acetonat (EuTTA) 


Mode 1 1 f lug z eu g— 
lack (model air- 
plane dope) 




0 


15 


thenoyltrif luor- 
acetonat (EuTTA) 


DMTWT A 

xrJXLKuRL 


— 0 , 049 


* 


20 


Europium- 
thenoyltrif luor- 
acetonat (EuTTA) 


Marathon 


-0,0095 






HC-295 


GP-197 






25 


La202S:Eu( 1%) 


Feststof f 


-0,0031 


-150 




Perylen 


Model 1 f lugz eug- 
lack 


-0,0134 


25 


30 


Perylendi- 
carboximid (PDC) 


PMMA 


-0,007 


75 




Perylenai- 
carboximid (PDC) 


SOA 


-0/06 


75 


35 


PtOEP 


GP-197 


-0,0033 


10 




Pyren 


Celluloseacetat 






40 


Pyronin B 


PMMA 


-0,046 


60 


Pyronin Y 


Model If lugzeug— 
lack 


-0,055 


50 




Pyronin Y 


PMMA 


-0,072 


75 


45 


Pyronin Y 


Polycarbonat 


-0/0168 


50 




Chinizarin 


Polystyrol 


-0, 084 


90 




Rhodamin B 


Celluloseacetat 


-0,0167 


-125 


50 


Rhodamin B 


PVC 


-0,014 


-5 




Rhodamin B 


PVP 


+0,057 


-30 




Rhodamin B 


Polyurethan 


-0,0175 


80 


55 


Rhodamin B 


Modellf lugzeug- 
lack 


-0,018 






Rose Bengal 


Ethylcellulose 


-0,09 


80 


60 
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Fluorophor 


Polymer 


Maximale 
logarithmische 
c-t-pxi anna/ °C 


Temperatur 


Rubren 


PMMA 


-0,034 


5 


Rubren 


SOA 






Rutheniumverb . 

- D J- t7-l- 


GP-19 7 






Rutheniumverb . 
DJ-2 01 


GP-197 


-0,042 


0 


Rutheniumverb . 
DJ-275 


GP-197 


-0,018 


0 


Rutheniumverb . 
VG-220-1-2 


GP-197 


. -0,0573 


10 


Rutheniumverb . 
VG-225-2 


GP-197 


-0,0212 


-10 


Rutheniumverb . 
VH-127 


GP-197 


-0,0071 


-150 


Rutheniumverb . 
SC-324 


GP-197 


-0,0233 


0 


Rutheniumverb . 

CP *2 Q "3 


GP-197 


-0,0343 


0 


Rut henium ( bpy ) / 
Zeolit 


PVA 


-0,0269 


40 


Ruthenium (trpy) 


Ethylcellulose 


-0,0131 


-140 


Ruthenium (trpy) 


GP-197 


-0,0134 


-140 


Ruthenium (trpy) 


Moaellilugzeug- 
lack 






Ruthenium (trpy) 


-J— j IvJTTl/r 7\ 

PMMA 






Ruthenium (trpy)/ 
Zeolit : 


f VA 


— u,uuyo 


inn 
-1UU 


Sulphorhodamin B 


Modellf lugzeug- 
lack 


-0,0375 


105 


TTMHD 


Feststoff 


-0,0293 


25 



Der Umfang der vorliegenden Erfindung soli nicht durch die hierin beschriebenen spezifiscben Ausfiihrungsformen 
beschrankt werden. Tktsachlich werden den Fachleuten verschiedene Modifikationen der Erfindung, zusatzlich zu jenen, 
welche hierin beschrieben sind, aus der vorstehenden Beschreibung und deri begleitenden Figuren klar werden. Solche 
Modifikationen sollen in* den Umfang der angefiigten AnsprQche fallen. 

Man sollte weiterhin verstehen, daB alle BasengroBen oder Aminos auregroBen und alle Molekulargewichts- oder Mo- 
lekularmassenwerte, welche fur Nukleinsauren oder Polypeptide angegeben werden, ungefahre Werte sind und zur Be- 
schreibung dienen. 

Verschiedene Veroffentlichungen werden hierin zitiert, auf deren Offenbarung hierin vollinhaltlich Bezug genommen 
wird. 

Patentanspruche 

.1. Ein Verfahren zur Feststellung der Temperatur einer Zelle umfassend: 

(a) Anordnen einer Zelle auf einer Stoffwechselsonde, welche ein festes Substrat umfaBt, das einen tempera- 
turempfindlichen Fluorophor eingebettet in ein Polymer enthalt, wobei diese, wenn der Fluorophor mit dem 
geeigneten ultravioletten, sichtbaren oder infraroten Licht angeregt wird, ein nachweisbares Ruoreszenzsignal 
emittiert und wobei, wenn eine lebende Zelle auf der Stoffwechselsonde angeordnet wird, das Fluoreszenzsi- 
gnal durch die Stoffwechselgescbwindigkeit der Zelle hervorgerufen wird; 
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(b) Anreg^n des Fluorophors mit dern geeigneten ultravioletten, sichtbaren oder infraroten Licht; und 

(c) Nachweisen des Fluoreszenzsignals, wobei die Intensitat des nachgewiesenen Fluoreszenzsignals ein An- 
zeichen fur die Temperatur der Zelle ist. 

2. Das Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Polymer ein nichtaromatisches synlhetisches Polymer ist. 

3. Das Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Fluorophor, wahrend er in ein Polymer eingebettet ist, benachbart zu 5 
einer waBrigen Losung fur wenigstens eine Stunde bei Anregurig mit ultra violettem Licht bei 37 Grad Celsius, pH 

7,5 ein stabiles Fluoreszenzsignal emittieren kann. 

4. Das Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Polymer Poly(methylmethacrylat) ist. 

5. Das Verfahren nach Anspruch 4, wobei der Fluorophor Eu(TTA) 3 isL 

6. Ein Verfahren zum Feststellen der Stofrwechselaktivitat einer Zelle, welches ein Feststellen der Temperatur der 10 
Zelle durch das Verfahren nach Anspruch 1 und ein Korrelieren der Temperatur mit ihrer Stofrwechselaktivitat um- 
faBt. 

7. Das Verfahren nach Anspruch 6, wobei die Zelle eine Tumorzelle ist 

8. Ein Verfahren zum Feststellen des Vorliegens eines anomalen Metabolismus in einer Zelle, die von gesundem 
Gewebe umgeben ist, welches ein Feststellen der Temperatur der Zelle durch das Verfahren nach Anspruch 1 urn- is 
faBt, wobei ein Unterschied in der Temperatur der Zelle in Bezug auf eine Kontrollzelle ein Anzeichen daf iir ist, daB 

die Zelle einen anomalen Metabolismus durchmacht 

9. Das Verfahren nach Anspruch 8, wobei das lebende Gewebe aus einer Tumorbiopsie erhalten wird. 

10. Das Verfahren nach Anspruch 8, wobei der anomale Metabolismus der Zelle ein Anzeichen fur eine ultravio- 
lette Schadigung, eine Kachexie oder eine Apoptosis ist. 20 
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